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高脂肪食誘導 NASH-HCC マウスモデルにおける病態と腸内細菌叢・代謝物との関係
性の検討～ mTOR signalingと酸化ストレスの関与 ～ 
 
 
【目的】 
近年、食生活の欧米化や運動不足などに起因する脂肪肝が増加している。正常の
肝臓から肝臓に脂肪が蓄積し、非アルコール性脂肪肝  (non-alcoholic fatty liver 
disease、以後 NAFLD) を発症する。また炎症や線維化が進展することにより病態が
非アルコール性脂肪性肝炎 (non-alcoholic steatohepatitis、以後 NASH) に進展する。
10 %の NAFLD患者がNASHに進展すると報告されており、10 %の NASH患者が肝
硬変や肝細胞癌 (HCC) へと病態が悪化していく。日本における肝硬変や HCC は、
これまで主に C型肝炎ウイルス（HCV）感染に伴うものが 70%程度を占めていたが、
HCVに対しては副作用の少ない画期的な経口薬が開発され、次第にその数が減少して
いる。このような背景をもとに NASHを起因とする HCCの患者の割合が増加してい
る。また、飽食の時代と言われるように、食の欧米化やカロリーの高い食事が蔓延し、
NASH自体の発生数も次第に増加している。しかし、NASHを起因とする HCCのメ
カニズムに関して詳細は分かっていない。現在、NASH や HCC に対する投薬治療法
は確立されたものがなく、NASHから肝硬変に進展した患者の 40 %にHCCが発生す
ると言われている。よって、効果的な治療法を確立するためにもNASHを起因とする
HCC の病態の解明は必要であると考える。また、病態を網羅的に解明するためには、
人の検体を採取することは難しく、倫理的にも許容できないことが多いため、動物に
おける研究からヒトへの応用を考えることが妥当と考えた。 
これまでの研究においては、マウスに高脂肪食 (high-fat diet; HFD) を給餌する
ことに加え、化学発癌物質を投与することが NASH から HCCを誘導するマウスモデ
ルとして一般的に用いられてきた。2 次胆汁酸は、腸内細菌によって 1 次胆汁酸から
代謝されるが、deoxy cholic acid (DCA) のような 2次胆汁酸は、HCCにおいて肝星
細胞からの細胞老化 (SASP) 因子の産出を促進し、NASHの病態に寄与するとされて
いる。さらに２次胆汁酸の一部には、病態を改善する効果が認められている。 
本研究では、マウスに新しいタイプのHFDを化学発癌物質なしで負荷し、NASH
から肝発癌が生ずるかを検証する。また HFD の負荷に加え、抗生物質を投与して腸
内細菌叢を変化させた。これらの方法により NASH-HCC の病態と腸内細菌叢・代謝
物の関係性を検討した。マウスを用いた in vivoの実験においては、腸内細菌叢、炎症、
腸内細菌の代謝物、肝臓や糞便における胆汁酸などの代謝物組成、タンパク質レベル
の発癌シグナル、肝臓・血中の酸化/抗酸化指標の解析を行い、in vitroでは hepatoma 
cell lineの HepG2を用いて in vivoで認められる発癌経路活性化リガンド候補物質の
検索を行った。 
【方法】  
A. 飼育プロトコール 
野生型の C57BL/6J マウスをコントロール食群  (CONT)、高脂肪食群 
(STHD-01）、STHD-01給餌に抗生物質投与を併用した群 (STHD-01+Abx) の 3群に
分けた。マウスはコントロール食または高脂肪食を 9週 (短期実験）または 41週 (長
期実験) 給餌し、抗生物質投与に関しては餌投与の1週間前から剖検直前まで続けた。 
 
B. 病理・生化学的検査 
病理検査は本 (慶應) 大学病院の肝臓専門医と病理医に確認を行い、生化学的検査
は肝障害の指標や総胆汁酸の測定に関して比色法を用いた。 
 
C. 遺伝子発現の解析 
肝臓や小腸から採取したサンプルからRNAを、ISOGENを用いて精製後、reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)、quantitativePCR (qPCR) を実
施した。 
 
D. HPLCを用いた胆汁酸の網羅的解析 
Folch溶媒やエタノールで前処理した肝臓・糞便のサンプルを、high performance 
liquid chromatography (HPLC) を用いて網羅的に胆汁酸解析を行った。 
 
E. Western blot解析 
前処理を行った肝臓サンプルを、SDS‐PAGE 法で電気泳動後、セミドライ方式
にてニトロセルロースメンブレンに転写後、抗原抗体反応を行い、各種タンパク質の
解析を行った。 
 
F. 細胞を用いたリガンド刺激実験 
Hepatoma cell lineの HepG2を用いて farnesoid X receptor (FXR) のアゴニス
トである cholic acid (CA)、cheno deoxy cholic acid (CDCA)、DCAの単投与実験、炎
症性サイトカインの TNF-、IL-1の単・共投与実験、DCAと PI3K阻害剤の共投与
実験を行った。 
 
G. 抗酸化物質のメタボローム解析、酸化/抗酸化力解析 
肝臓のメタボロームに関して capillary electrophoresis-time-of-flight mass 
spectrometry (CE-TOFMS)、liquid chromatography (LC)-TOFMSを用いて解析し、
酸化 /抗酸化力に関しては Reactive Oxygen Metabolites-derived Compounds 
(d-ROMs) testや Biological Antioxidant Potential (BAP) testを用いて解析した。 
【結果】 
A. 肝臓の病理所見や病態に関わる因子 
STHD-01群においては肝傷害や炎症の増加を伴ってHCCが発生した。STHD-01
群の肝臓の組織学的検索では、異型性や monotonous cell への置換など HCC の特徴
が認められた。STHD-01+Abx 群ではこれらの特徴が改善した。また STHD-01 群で
は 肝 細 胞 傷 害 の 指 標 で あ る aspartate aminotransferase (AST) ・ alanine 
aminotransferase (ALT) 値の有意な上昇や炎症性サイトカインである tumor 
nucrosis factor (以後 Tnf)-や interleukin (Il)-1の有意な上昇が見受けられ、これら
がSTHD-01+Abx群では改善しており、fluorescence activated cell sorting (FACS) 解
析の結果、炎症の活性化はマクロファージの賦活化が原因であると認められた。 
 
B. 腸内細菌叢の特徴と肝臓・小腸での胆汁酸合成・再吸収関連遺伝子発現と糞便・
肝臓における胆汁酸網羅的解析 
腸内細菌の総菌数は CONTと STHD-01群で違いは認められなかった。一方、腸
内細菌の種類の比率は異なっていた。STHD-01 群で Bacteroides や Clostridium 
cluster XIIIは増加し、Streptococcus、Bifidobacterium や Prevotellaは減少してい
た。STHD-01+Abx 群においては、腸内細菌の総菌数が 100 分の 1 に減少し、
Enterococcusが優勢であった。  
糞便や肝臓中における総胆汁酸量は STHD-01 を給餌した 2 群で短期および長期
実験において上昇していた。胆汁酸合成に関与する酵素に関しては 3 群間で大きな変
化はなく、再吸収に関与するトランスポーターは、短期実験においては STHD-01 群
で減少し、STHD-01+Abx群で回復していたものが、長期実験では STHD-01+Abx群
でも STHD-01群と同様に有意に減少していた。糞便については、CONT・STHD-01
群で 2 次胆汁酸が高い比率で検出された。STHD-01+Abx 群では腸内細菌叢が減少し
たことにより 2 次胆汁酸への代謝が減少し、そのほとんどが 1 次胆汁酸であった。肝
臓において優勢な胆汁酸は、短期実験と長期実験で比較すると群によっては優勢な胆
汁酸に違いが認められた。 
肝臓で検出された DCA と tauro-DCA という FXR のアゴニストである有害な 2
次胆汁酸は STHD-01 群で検出され、STHD-01+Abx 群で検出されなかった。
STHD-01+Abx群では 1次胆汁酸でNAFLD進展抑制作用がある tauro--muri cholic 
acid (TMCA) が多く検出され、2次胆汁酸は urso deoxy cholic acid (UDCA) が特異
的に検出された。In vitro で検討を行ったところ、STHD-01+Abx 群の優勢な腸内細
菌 Enterococcusで CDCAを UDCAに代謝する能力があることが分かった。 
 
 
 
C.  腸内細菌代謝物がリガンドとなった発癌経路の活性化に関する in vivo、in vitro
での検討 
Mammalian target of rapamycin (mTOR) シグナリングにおける FXRアゴニス
トの振る舞いを解析するために、筆者たちはmTOR・extracellular signal regulated 
kinase (Erk)・janus kinase (Jak)-signal transducer and activator of transcription 
(Stat)3という肝癌に関与する発癌シグナルを検討した。mTORだけが、STHD-01群
で有意に上昇し、STHD-01+Abx群で有意に減少した。そこで hepatoma cell である
HepG2細胞に FXRのアゴニストである CA、CDCAと DCAを投与したところ、DCA
でのみmTORが活性化した。また DCAは、マウスの肝臓内の生理的濃度に近い濃度
でも mTOR を活性化しており、阻害剤による抑制実験の結果 phosphoinositide 
3-kinase (PI3K) 依存的に作用することが明らかになった。 
 
D. Nrf2活性化に伴う抗酸化効果 
肝臓において酸化・抗酸化関連タンパク質である Nrf2が上昇していた。メタボロ
ーム解析により、肝臓中の抗酸化物質である glutathione (GSH)/glutathione disulfide 
(GSSG)、 nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)+ や nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate (NADP)+ が STHD-01群で減少し、STHD-01+Abx群での回
復が認められた。血漿中の抗酸化力が STHD-01+Abx群で他の 2群と比して有意に上
昇していた。 
 
[考察]  
1. STHD-01群では NASH-HCCの病態は、組織学的検索、および肝臓・血中マーカ
ーの結果から HCC が発生、進展しているものと考えられたが、STHD-01+Abx
群では HCC の病態の改善が認められた。よって腸内細菌と病態の変化は密接に
関係していることが考えられた。 
2. STHD-01 群では monocyte-macrophage 系細胞の賦活化が示唆された。
STHD-01+Abx 群では monocyte-macrophage 系の賦活化は低下し、その結果肝
傷害や炎症が抑制されたと考えられた。このような肝傷害や炎症は先行研究から
肝発癌に寄与しているものと考えられた。 
3. 腸内細菌叢に関して長期実験の CONT群と STHD-01群の菌叢比較、短期実験と
長期実験間での各群の菌叢比較で菌叢の割合が異なっていた。STHD-01+Abx 群
では菌数が 100 分の 1 に減少し、菌叢も Enterococcus 優勢であった。腸内細菌
叢の変化が代謝物を変化させ、病態に寄与していることが考えられた。 
4. 肝臓中のコレステロール量は STHD-01 給餌両群において増加していた。胆汁酸
合成酵素の発現を調べた結果、STHD-01+Abx 群による大きな変化は認められな
かった。肝臓内コレステロール量や胆汁酸合成は、餌に含まれるコレステロール
に影響を受け、腸内細菌叢の変化には影響を受けないことが考えられた。 
5. 小腸回腸部における胆汁酸再吸収トランスポーター等の遺伝子発現を調べた結果、
短期実験における STHD-01 群では、腸管内腔側→粘膜内→門脈血側に至る胆汁
酸輸送に関与する遺伝子の発現が低下し、胆汁酸の再吸収が抑制されていたが、
STHD-01+Abx群では回復していた。長期実験では STHD-01+Abx群は STHD-01
群と同様に胆汁酸輸送に関与する遺伝子発現が低下していた。これは肝臓中の総
胆汁酸量の結果と一致した。また、糞便や肝臓中の胆汁酸組成より胆汁酸輸送に
関与する遺伝子のうちトランスポーター発現制御には FXRのアゴニスト・アンタ
ゴニストが関与している可能性が考えられた。 
6. HPLCによる胆汁酸解析の結果より、STHD-01群では胆汁酸の組成内に占める 2
次胆汁酸の割合や種類が増加していた。また STHD-01+Abx群では、腸内細菌の
減少により 2 次胆汁酸への代謝が減少していた。その結果、NAFLD 進展抑制作
用がある TMCA が優勢であった。腸内細菌による代謝の変化が 1 次・2 次胆汁
酸組成に変化を与え、肝癌の発癌または進展に寄与している可能性が考えられた。 
7. 肝臓中の短期・長期実験の胆汁酸組成の解析では、STHD-01群で細胞老化作用が
ある DCAとその抱合体が検出されたが、STHD-01+Abx群では検出されなかった。 
8. In vivo、in vitroの結果より、肝癌の進展に関与するタンパク質であるmTORの
活性化は in vivo、in vitroの結果より DCAの生理的濃度で活性化されることが示
唆され、その活性化は FXRではなく、PI3Kを介していることが考えられた。7・
8より DCAは肝癌の進展に寄与していることが考えられた。 
9. STHD-01+Abx 群で優勢な Enterococcus のうち Enterococcus faecalis を含む 2
種類は、CDCAから抗腫瘍効果を持つ UDCAに代謝することを確認することがで
き、Enterococcusは CDCAを UDCAに代謝する酵素を保持していることが考え
られた。これが STHD-01+Abx群の病態抑制に寄与していることが示唆された。 
10. タンパク質発現、メタボロミクスより STHD-01+Abx群では、肝臓・全身の抗酸
化力が上昇していた。抗酸化力の上昇は、STHD-01+Abx 群で病態抑制に寄与し
ていることが考えられた。 
 
[結論]  
新しいタイプの高脂肪食では化学発癌物質の投与なく肝癌が発生し、抗生物質の
投与によって抑制されていた。筆者たちの解析では、食餌や腸内細菌叢の変化による
胆汁酸代謝やそれに伴う肝臓への胆汁酸の再吸収が変化していた。腸内細菌によって
代謝された 2 次胆汁酸 DCA による PI3K を介した mTOR シグナリングの活性化や
TMCA・UDCA による NAFLD 抑制作用・抗腫瘍効果など、肝癌病態に胆汁酸が大
きな役割を果たしていることが明らかになった。 
